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57 Resumen:
Un procedimiento para producir alfa-galactosidasa
recombinante de Thermus sp. T2 en ce´lulas hospe-
dantes.
Se describe una secuencia de nucleo´tidos que co-
rresponde a un gen estructural de Thermus sp. T2
ATCC 27737 que codiﬁca para una alfa-galactosidasa
(EC 3.2.1.22) termoestable. Se indica el modo de ob-
tener una construccio´n gene´tica para la expresio´n de
dicha secuencia de nucleo´tidos en ce´lulas de Esche-
richia coli mediante su clonacio´n en un vector de ex-
presio´n, con las modiﬁcaciones correspondientes en
las secuencias de nucleo´tidos y de aminoa´cidos a las
que la manipulacio´n aboca. Se describe un me´todo
para obtener extractos enriquecidos con actividad
alfa-galactosidasa termoestable producida en E. coli.
La prote´ına recombinante descrita, debido a su carac-
ter´ıstica de termoestabilidad, que la hace compatible
con diversos procedimientos tecnolo´gicos, tiene apli-
cacio´n principalmente en el sector agroalimentario-
sanitario, para la hidro´lisis de alfa-galacto´sidos de
mala digestibilidad presentes en diversos alimentos
de gran consumo.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fasc´ıculos: Oﬁcina Espan˜ola de Patentes y Marcas. C/Panama´, 1 – 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Un procedimiento para producir alfa-galacto-
sidasa recombinante de Thermus sp. T2 en ce´lu-
las hospedantes.
Sector de la te´cnica
La invencio´n que se reivindica se encuadra
principalmente dentro del a´rea agroalimentaria,
aunque tambie´n se relaciona con el a´rea biotec-
nolo´gica. Se trata de una aplicacio´n de la tecno-
log´ıa enzima´tica. Fundamentalmente se pretende
reducir el contenido en alfa-galacto´sidos presentes
en alimentos de origen vegetal mediante el uso de
la alfa-galactosidasa de Thermus sp. Cepa T2,
con el ﬁn de desarrollar procesos biotecnolo´gicos
de obtencio´n de alimentos destinados a personas
con reg´ımenes alimenticios especiales (p.ej.- an-
cianos, nin˜os, etc.) o para preparacio´n de alimen-
tos para animales.
Estado de la te´cnica
Dentro de la l´ınea de aplicaciones agroali-
mentarias de las enzimas es importante la que
esta´ relacionada con los tratamientos de pro-
ductos vegetales. Por ejemplo, las leguminosas
son una fuente de alimentacio´n importante tanto
para el hombre como para los animales, ya que
a partir de ellas se obtienen preparados (hari-
nas, papillas) con importancia especial en ali-
mentacio´n infantil y geria´trica. Las legumino-
sas contienen oligosaca´ridos, como melibiosa, ra-
ﬁnosa y estaquiosa, dif´ıcilmente metabolizables,
que causan deso´rdenes digestivos y cuya presencia
se puede reducir con la enzima alfa-galactosidasa
(E.C 3.2.1.22) (Schoﬁeld, J.D. 1996. Gene Te-
chnology. W. Ingred. 40,42-45). Tambie´n se
aplica esta enzima para la hidro´lisis de los men-
cionados azu´cares en otras materias primas de
la industria alimentaria como la melaza de re-
molacha o permeados de prote´ına de soja (Ruiz,
A.; Acosta, M. y Cisneros, F. 1995). Utiliza-
tion of enzymes in the manufacture of soy milk
and by-products. Aliment. 263,127-132; (King,
M.R.; Yernool, D.A.; Eveleigh, D.E. y Chassy,
B.M., 1998. Thermostable alfa-galactosidase
from Thermotoga neapolitana: cloning, sequen-
cing and expression. FEMS Microbiol. Lett. 163,
37-42- Thananunkul, D.; Tanaka, M.; Chiches-
ter, C.O. y Li, T. 1976. Degradation of raﬃnose
and stachyose in soybean milk by alpha-galac-
tosidase from Mortierella vinacea. Entrapment
of alpha-galactosidase within polyaclrylamide gel
J. Food. Sci. 41, 173-175). La eliminacio´n de
la D-raﬁnosa en las melazas de remolacha me-
diante alfa-galactosidasas se ha empleado para
facilitar la cristalizacio´n de la sacarosa, y por
consiguiente, el rendimiento global del proceso
(Ganter, C.; Bo¨ck, A.; Buckel, P. y Mattes, R.
1988. Production of thermostable recombinant
alpha-galactosidase suitable for rafﬁnose elimina-
tion from sugar beet syrup. J. Biotechnol. 8,
301-310, Mattes, R. y Beaucamp, K. 1983. DNA-
Neukombination eine praktische Anwendung in
der Zuckerindsutrie. Chem. Zeit. 2, 54-58; Shi-
buya, H.; Kobayashi, H.; Park, G.G.; Komatsu,
Y., Sato, T.; Kim, W.S.; Yoshida S.; Kaneko,
R.; Nagasaki, H.; Yoshida, S.; Kasamo, K. y
Kusakabe, I. 1995 Puriﬁcation and some proper-
ties of alpha-galactosidase from Penicillium pur-
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
purogenum. Biosci. Biotechnol, Biochem. 59,
2333-2335). Tambie´n se aplican las alfa-galacto-
sidasas en la industria papelera, en cuanto que
son hemicelulasas (Talbot, G. y Sygusch, J. 1990,
Puriﬁcation and characterization of thermostable
beta-mannase and alpha-galactosidase from Baci-
llus stearothermophilus. Appl. Environm, Micro-
biol. 56, 3505-3510; Zeilinger, S.; Kristufek, D.;
Arisan-Atac, I.; Hodits, R. y Kubiceck, C.P, 1993.
Conditions of formation, purifcation and charac-
terization of an alpha-galactosidase of Thricho-
derma reesei RUT C-30. Appl. Environm. Mi-
crobiol. 59, 1347-1353). La enzima alfa-galacto-
sidasa adema´s, esta´ implicada en la maduracio´n
de frutos y en la elaboracio´n de ﬁbra con intere´s
nutrace´utico, tanto en diabetes como en dietas
de adelgazamiento (Vuorinen, H.; Sinisalo, M. y
Koivisto, V.A 1992 Am. J. Nutr. 56,1056).
La aplicacio´n en procesos industriales de enzi-
mas de microorganismos termo´ﬁlos presenta cier-
tas ventajas frente al empleo de sus equivalentes
de microorganismos meso´ﬁlos, Las enzimas pro-
venientes de dichos microorganismos termo´ﬁlos
presentan una alta termoestabilidad y una mayor
resistencia a diversos agentes qu´ımicos que hacen
interesante su uso a escala industrial, ya que se
soslaya un obsta´culo importante, como es la ter-
mosensibilidad de la mayor´ıa de las enzimas pro-
ducidas por organismos meso´ﬁlos (Lasa, I. y Be-
renguer, J. 1993. Thermophilic enzymes and their
biotechnological potential. Microbiolog´ıa SEM 9,
77-92; Pennissi, E. 1997. In industry, extremophi-
les begin to make their mark, Science. 27:705-
706.), que hace que se inactiven por la aplicacio´n
del calor.
Aunque Thermus sp. se considera origen po-
tencial de enzimas termoestables de diversa natu-
raleza (deshidrogenasas, hidrolasas, transferasas,
liasas, ligasas, isomerasas), son pocos los genes
que se han llegado a clonar y sobreexpresar (Lasa,
I. y Berenguer, J. 1993. Thermophilic enzymes
and their biotechnological potential. Microbio-
log´ıa SEM 9, 77-85). Puesto que el cultivo de
termo´ﬁlos para la microorganismos meso´ﬁlos, la
expresio´n de genes en microorganismos meso´ﬁlos,
ma´s fa´ciles de cultivar, viene a ser una solucio´n
para la produccio´n de enzimas de termo´ﬁlos en
grandes cantidades.
Enzimas de Thermus sp. patentadas, que in-
dican el intere´s que en el procesado de alimentos
despiertan las enzimas termoestables, son:
United States Patent n◦ 5.283.189 (1 de Fe-
brero de 1994): “Beta-Galactosidase from Ther-
mus sp.” Inventores: Mitsunori Takase, Oomiya;
Kouki Horikosi, Tokyo (Japo´n).
Solicitud de Patente Espan˜ola n◦ 9701759 (7 de
Agosto de 1997): “Un procedimiento para produ-
cir beta-galactosidasa de Thermus sp. (Cepa T2)
en ce´lulas hospedantes, y puriﬁcarla en un so´lo
paso cromatogra´ﬁco”. Inventores: A. Vian; A.V.
Carrascosa; J.L Garc´ıa y E. Corte´s. Solicitante:
Consejo Superior de Investigaciones Cient´ıﬁcas.
La cepa Thermus sp. T2 se aislo´ en aguas
termales del Parque Nacional de Yellowstone,
mostro´ una temperatura o´ptima de crecimiento
de 70◦C, en agitacio´n y pH 7,7 (Ulrich, J.T.;
MacFeters, G.A, y Temple, K. L. 1972. “Induc-
tion and characterization of beta-galactosidase in
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an extreme thermophile”. J. Bacteriol. 110, 691-
698). La cepa, por sus caracter´ısticas morfolo´gi-
cas y de cultivo, pertenece a la especie Thermus
aquaticus, u´nica especie reconocida de este ge´nero
segu´n Brock T.D, (1984) (En “Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology” N.R. Krieg (Ed) Vol
1, pp 333-337). Esta cepa se encuentra deposi-
tada en la Coleccio´n Americana de Cultivos Tipo
(ATCC 27737). La invencio´n que se reivindica
utiliza ADN de esta cepa, el del gen de la enzima
alfa-galactosidasa.
Descripcio´n de la invencio´n
Breve descripcio´n de la invencio´n
Se describe una secuencia de nucleo´tidos que
corresponde a un gen estructural de Thermus sp.
T2 ATCC 27737 que codiﬁca una alfa-galacto-
sidasa (EC 3.2.1.22) termoestable. Se facilita la
secuencia de aminoa´cidos deducida de la primera.
Se indica el modo de obtener una construccio´n ge-
ne´tica para la expresio´n de dicha secuencia de nu-
cleo´tidos en ce´lulas de Escherichia coli mediante
su clonacio´n en un vector de expresio´n, con las
modiﬁcaciones correspondientes en las secuencias
de nucleo´tidos y de aminoa´cidos a las que la mani-
pulacio´n aboca. Se describe un me´todo para ob-
tener extractos enriquecidos con actividad alfa-
galactosidasa termoestable producida en E. coli.
La prote´ına recombinante descrita, debido
a su caracter´ıstica de termoestabilidad, que la
hace compatible con diversos procedimientos tec-
nolo´gicos, tiene aplicacio´n principalmente en el
sector agroalimentario-sanitario, para la hidro´lisis
de alfa-galacto´sidos de mala digestibilidad presen-
tes en diversos alimentos de gran consumo.
Descripcio´n detallada de la invencio´n
Para la obtencio´n de la secuencia de nu-
cleo´tidos que codiﬁca la produccio´n de la alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2, se partio´ del
pla´smido pOS105. Previamente se sab´ıa que el
pla´smido pOS105 codiﬁcaba para la enzima alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 (Koyama, Y.;
Okamoto, S. y Furukawa, K. 1990. Cloning of al-
pha and beta-galactosidase from an extreme ther-
mophile, Thermus strain T2, and their expression
en em Thermus thermophilus HB27. Appl. Envi-
ron. Microbiol. 56, 2251-2254). El fragmento de
DNA de Thermus sp. T2 contenido en el pla´smido
pOS105 se secuencio´ utilizando oligonucleo´tidos
comerciales o disen˜ados al efecto como cebadores
y un secuenciador automa´tico ABI System 377
(Perkin Elmer). La secuencia que codiﬁca para la
alfa-galactosidasa se recoge en hoja aparte como
SEQ ID NO: 1, en la Figura 1.
A continuacio´n se realizo´ la construccio´n del
pla´smido pAGT1, para expresar la actividad alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 en un hospe-
dador hetero´logo (Figura 1). El hospedador he-
tero´logo utilizado fue la cepa M2508, de la especie
E. coli, que carece de actividad alfa-galactosidasa
por llevar la mutacio´n melA. Dicho hospedador
se transformo´ con el pla´smido construido pAGT1,
obtenie´ndose como resultado ﬁnal la cepa E. coli
M2508 (pAGT1). Esta cepa se encuentra depo-
sitada en la CECT (Coleccio´n Espan˜ola de Cul-
tivos Tipo) con el n◦ de registro 5152 y prote-
gida de acuerdo con lo estipulado en el Tratado
de Budapest. Paralelamente y para usar como
controles, la cepa de E. coli M2508 se transformo´
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con los pla´smidos pIN-III-IppP 5-A3 (Inouye, S. e
Inouye, M. 1985. Up-promoter mutations in Ipp
gene of Escherichia coli. Nucleic Acids Res. 13,
3101-3110), pOS105 (Koyama, Y.; Okamoto, S, y
Furukawa, K. 1990. Cloning of alpha and beta -
galactosidase from an extreme thermophile, Ther-
mus strain T2, and their expression en Thermus
thermophilus HB27. Appl. Environ. Microbiol.
56, 2251 -2254) y pUC19 (Vieira, J. y Messing,
J. 1982. The pUC plasmids, an M13mp7 -derived
system for insertion mutagenesis and sequencing
with synthetic universal primers. Gene 9, 259-
268).
Seguidamente se realizo´ la produccio´n y ob-
tencio´n de extractos enriquecidos en la alfa-ga-
lactosidasa de Thermus sp. T2. Las ce´lulas de
E. coliM2508(pAGT1) se cultivaron en un medio
previamente seleccionado que conten´ıa una fuente
de carbono, una fuente de nitro´geno y sales mi-
nerales, a una temperatura de 30◦C, durante un
periodo de 14-18 horas. Las ce´lulas sedimentadas
se rompieron mediante ultrasonicacio´n. A conti-
nuacio´n, el extracto se trato´ a 70◦C durante 10
minutos. El extracto tratado se centrifugo´, ob-
teniendo un sobrenadante claro, enriquecido en
actividad alfa-galactosidasa termoestable.
A continuacio´n se realizo´ el ensayo de acti-
vidad alfa-galactosidasa de la prote´ına recombi-
nante obtenida en el paso anterior. La activi-
dad enzima´tica se midio´ a 70◦C durante 10 mi-
nutos utilizando p-nitrofenil-alfa-D-galacto-pira-
no´sido (PNPAG) como sustrato.
Descripcio´n detallada de los dibujos
Figura 1
Esquema del me´todo seguido para construir un
pla´smido que expresa, en un hospedador hetero´-
logo meso´ﬁlo, el gen estructural que codiﬁca para
la alfa-galactosidasa del microorganismo termo´ﬁ-
lo Thermus sp. T2
La representacio´n de los gra´ﬁcos no esta´ he-
cha a escala. So´lo se indican los sitios de restri-
ccio´n y las estructuras ma´s importantes para po-
der comprender mejor el esquema. Los detalles
se encuentran en el texto (Ejemplo 2). La ﬂecha
negra gruesa representa el gen estructural que co-
diﬁca para la alfa -galactosidasa de Thermus sp.
T2. Las dos ﬂechas pequen˜as huecas representan
el promotor h´ıbrido Ipp::Iac, propio de los vecto-
res de expresio´n utilizados.
Abreviaturas
ApR: Resistencia a ampicilina
E: EcoRI
kb: Miles de pares de bases
IacI: Gen represor del opero´n lactosa de Escheri-
chia coli
PCR: Reaccio´n en cadena de la polimerasa
X: XbaI
Ejemplos de realizacio´n de la invencio´n
En los ejemplos que se exponen a continuacio´n
se detalla la experimentacio´n necesaria para de-
sarrollar esta patente.
Ejemplo 1
Secuencia del gen estructural que codiﬁca para la
alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
Con objeto de conocer la secuencia de nucleo´-
tidos del gen que codiﬁca para la alfa-galactosi-
dasa de Thermus sp. T2 se partio´ del pla´smido
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pOS105. Previamente se sab´ıa que el pla´smido
pOS105 codiﬁcaba para la enzima alfa-galactosi-
dasa de Thermus sp. T2 (Koyama, Y.; Okamoto,
S. y Furukawa, K. 1990. Cloning of alpha and
beta-galactosidase from an extreme thermophile,
Thermus strain T2, and their expression en Ther-
mus thermophilus HB27. Appl. Environ. Micro-
biol. 56, 2251-2254).
El fragmento de DNA de Thermus sp. T2 con-
tenido en el pla´smido pOS105 se secuencio´ en su
totalidad, por ambas bandas, utilizando oligonu-
cleo´tidos comerciales o especialmente disen˜ados
al efecto como cebadores y un secuenciador au-
toma´tico ABI System 377 (Perkin Elmer). En
el fragmento de DNA de Thermus sp. T2 in-
cluido en el inserto del pla´smido pOS105 se en-
cuentra una secuencia abierta de lectura de 1425
nucleo´tidos, incluyendo el triplete ocre de termi-
nacio´n. Esta secuencia se muestra como SEQ ID
NO: 1. La traduccio´n en aminoa´cidos de esta se-
cuencia de nucleo´tidos supone un polipe´ptido de
474 aminoa´cidos con un peso molecular deducido
de 53.515 g/mol, y tambie´n se muestra en la SEQ
ID NO: 1. La secuencia de nucleo´tidos y la se-
cuencia deducida de aminoa´cidos se encuentran
depositadas y protegidas en el GeneBank/EMBL
con el n◦ de acceso TSP012327 desde el 29 de
Octubre de 1998. El ana´lisis de la secuencia poli-
pept´ıdica y su comparacio´n con otras secuencias
conocidas en los bancos de datos internacionales
(GeneBank/EMBL) muestran una alta similitud
con otras alfa-galactosidasas termoestables, como
las de Thermotoga neapolitana (n◦ de acceso en
GeneBank/EMBL AF011400 y AF055482), The-
motoga mar´ıtima (AJ001072) o Thermus brockia-
nus (AF135398).
Ejemplo 2
Construccio´n de un pla´smido para expresar la ac-
tividad alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en
un hospedador hetero´logo (Figura 1)
Se partio´ del pla´smido pOS105 (Koyama, Y.;
Okamoto, S. y Furukawa, K. 1990 Cloning of al-
pha and beta-galactosidase from an extreme ther-
mophile, Thermus strain T2, and their expression
en Thermus thermophilus HB27. Appl. Environ.
Microbiol. 56, 2251-2254). De forma abreviada,
se siguieron los siguientes pasos: se ampliﬁco´ el
gen que codiﬁca para la alfa-galactosidasa por
medio de la reaccio´n en cadena de la polimerasa
(PCR). A continuacio´n, el producto obtenido de
la PCR se clono´ en el vector de expresio´n pIN-
III-IppP5-A3 para dar lugar al pla´smido pAGT1.
El clon productor E. coli M2508(pAGT1) se en-
cuentra depositado en la CECT con n◦ 5152, pro-
tegido de acuerdo con lo estipulado en el Tratado
de Budapest.
Todas las te´cnicas de manipulacio´n de DNA
empleadas para construir el pla´smido de este
Ejemplo 2 esta´n descritas en textos generales (p.
ej., Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T.
1989. Molecular Cloning. CSHL Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York) que conoce cual-
quier persona medianamente versada en esta ma-
teria. A continuacio´n se detallan los pasos se-
guidos (enumerados anteriormente) para la cons-
truccio´n del pla´smido pAGT1 (Figura 1).
Se disen˜o´ y sintetizo´ un oligonucleo´tido deno-
minado CASIANO con objeto de ampliﬁcar por el
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extremo 5’ el gen estructural que codiﬁca para la
alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2. El disen˜o
se hizo de forma que el fragmento de DNA ampli-
ﬁcado se pudiera acoplar posteriormente a vecto-
res de expresio´n propios de un sistema hetero´logo,
como E. coli. La secuencia del oligonucleo´tido
CASIANO es:
5’-GCTCTAGAGGGTATTACATATGTCGAC-
TGTACTGGGGGGCTTGG-3’
Debe notarse que en esta secuencia sinte´tica
se encuentran, p. ej., los sitios de corte para la en-
zima de restriccio´n XbaI (TCTAGA) o SalI (GT-
CGAC).
Como cebador de la reaccio´n en cadena de
la polimerasa para el extremo 3’ se uso´ el oligo-
nucleo´tido comercial de secuenciacio´n para M13/
pUC de New England BioLabs (Beverly, Massa-
chusets, EE.UU.; referencia de cata´logo n◦ 1211).
De este modo puede hacerse uso posteriormente
del sitio de corte EcoRI que posee pOS105 por
derivar del vector pUC9 (Vieira, J. y Messing, J.
1982. The pUC plasmids, an M13mp7-derived
system for insertion mutagenesis and sequencing
with synthetic universal primers. Gene, 19, 259-
268). La secuencia del oligonucleo´tido comercial
con n◦ de referencia 1211 de New England Biolabs
es:
5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’
El producto de PCR obtenido con los dos oli-
gonucleo´tidos mencionados se corto´ con las enzi-
mas de restriccio´n XbaI y EcoRI. El vector pIN-
III-IppP 5-A3 (Inouye, S. e Inouye, M. 1985. Up-
promoter mutations in Ipp gene of Escherichia
coli. Nucleic Acids Res. 13, 3101-3110) tambie´n
se corto´ con las mismas enzimas de restriccio´n
citadas. Ambas especies de DNA se trataron
con DNA ligasa para unir sus extremos cohe-
sivos y se transformo´ E. coli M2508. La cepa
M2508 de E. coli (n◦ de referencia 4926 del E.
Coli Genetic Stock Center, Universidad de Yale)
porta la mutacio´n melA, que supone la pe´rdida de
funcio´n del gen estructural que codiﬁca para su
alfa-galactosidasa. El pla´smido resultante se de-
nomino´ pAGT1, mide 9,4 kb, hace que las ce´lulas
que lo portan sean resistentes a ampicilina, y
es capaz de expresar actividad alfa-galactosidasa
termoestable correspondiente al gen estructural
de Thermus sp., T2 (vide infra), cuya secuencia
se facilita en la SEQ ID NO: 1.
Es importante sen˜alar que la alfa-galactosida-
sa de Thermus sp. T2 codiﬁcada en el pla´smido
pAGT1, por imperativos de la construccio´n, es
una prote´ına mutante (mute´ına) en la que esta´n
cambiados los aminoa´cidos 2◦ y 3◦. La secuencia
de la prote´ına silvestre (SEQ ID NO: 1) comen-
zar´ıa como M-R-L-V-L; y la mute´ına de la alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 codiﬁcada por
el pla´smido pAGT1 comenzar´ıa como M-S-T-V-
L.
Ejemplo 3
Actividad alfa-galactosidasa termoestable de Es-
cherichia Coli M2508(pAGT1)
En lo que sigue, se deﬁne 1 unidad de acti-
vidad alfa-galactosidasa como la cantidad de en-
zima que cataliza la liberacio´n de 1 micromol de
p-nitrofenol por minuto en las condiciones de en-
sayo empleadas. La actividad alfa-galactosidasa
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de E. coli M2508 (pAGT1) se puede medir con
el sustrato cromoge´nico espec´ıﬁco PNAPG citado
anteriormente a concentracio´n 5 mM en tampo´n
fosfato so´dico 100 mM (pH7), incubando a 70◦C
durante 10 minutos y parando la reaccio´n con
NaCO3 para dejar una concentracio´n ﬁnal de 800
mM. El ensayo puede hacerse permeabilizando las
ce´lulas con cloroformo y dodecil sulfato so´dico
como esta´ descrito para el ensayo de la beta-
galactosidasa (Miller, J.H. 1972 Experiment in
Molecular Genetics. CSHL Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York). De los varios clones en-
sayados se eligio´ el ma´s productivo, que es el
clon de E. coli M2508 (pAGT1) depositado en
la CECT con el n◦ de registro 5152. Este clon
produce por te´rmino medio 322 unidades por L
de cultivo, mientras que los controles equivalen-
tes con pOS105 en las mismas condiciones pro-
ducen 84 unidades/L. Los clones de control no-
productores, como E. coli M2508(pIN-III -IppP
5-A3) y E. coli M2508(pUC19) producen una ac-
tividad inferior a 2 unidades/L, lo que da idea de
la precisio´n y/o el posible valor de fondo del en-
sayo. El inductor del promotor lacUV5 denomi-
nado IPTG (isopropil-beta-D-galactopirano´sido)
aumenta la produccio´n en los clones de E. coli
M2508(pOS105) hasta 129 unidades/L, mientras
que en los clones de E. coli M2508(pAGT1) tiene
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un efecto delete´reo. Por tanto, los clones de
E. coli M2508(pAGT1) son ma´s productivos que
los parentales de M2508(pOS105) en cualquier
circunstancia. Es de destacar el nivel de ex-
presio´n basal de alfa-galactosidasa termoestable
que se alcanza con la construccio´n pAGT1. El
hecho de que no se precisen inductores para la so-
breexpresio´n implica unas ventajas obvias tanto
econo´micas como operativas en la fermentacio´n.
Ejemplo 4
Puriﬁcacio´n de la alfa-galactosidasa de Thermus
sp. T2 recombinante a partir de extractos
Las ce´lulas de E. coliM2508(pAGT1) cosecha-
das por centrifugacio´n y resuspendidas en un vo-
lumen menor del original de tampo´n fosfato so´di-
co 100 mM (pH7), como me´todo de concentracio´n
se ultrasonican para romperlas. El ultrasonicado
se trata te´rmicamente (p. ej, 70◦C durante 10 mi-
nutos) para tener un extracto enriquecido en alfa-
galactosidasa termoestable. Tras una centrifuga-
cio´n adicional, que separa restos celulares y pro-
te´ınas meso´ﬁlas desnaturalizadas, se obtiene un
sobrenadante claro en el que la alfa-galactosidasa
recombinante de Thermus sp. T2 esta´ puriﬁcada
2,5 veces y con un rendimiento del 44% en re-
lacio´n con el ultrasonicado de partida. La acti-
vidad enzima´tica se mide como en el ejemplo 3,
pero sin necesidad de permeabilizar las ce´lulas.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para producir la enzima
alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en ce´lulas
hospedantes, caracterizado por las operaciones
siguientes:
(a) aislar el DNA que codiﬁca para la alfa-
galactosidasa a partir de cualquier cepa de
Thermus sp. que lo contenga o de cualquier
pla´smido en el que previamente haya sido
clonado;
(b) determinar la secuencia de nucleo´tidos
que codiﬁca para la alfa-galactosidasa;
(c) sintetizar mediante la reaccio´n en ca-
dena de la polimerasa un fragmento de DNA
que contiene la secuencia de nucleo´tidos
que codiﬁca para la alfa-galactosidasa utili-
zando como molde el fragmento aislado an-
teriormente y como cebadores dos oligonu-
cleo´tidos sinte´ticos;
(d) fusionar el fragmento sinte´tico a una se-
cuencia nucleot´ıdica que contenga un sitio
de unio´n al ribosoma y una secuencia pro-
motora de alta eﬁcacia para la expresio´n de
genes;
(e) insertar el fragmento de DNA fusio-
nado en un pla´smido obtenie´ndose as´ı un
pla´smido recombinante;
(f) transformar una ce´lula hospedante con
dicho pla´smido recombinante;
(g) cultivar las ce´lulas hospedantes transfor-
madas en un medio de cultivo adecuado y
en condiciones que permiten la produccio´n
de alfa-galactosidasa;
(h) recuperar una fraccio´n enriquecida en la
enzima alfa-galactosidasa del cultivo.
2. Un procedimiento segu´n la reivindicacio´n
1 caracterizado porque el oligonucleo´tido sinte´-
tico utilizado en la operacio´n 1c que es comple-
mentario a la secuencia 5’ codiﬁcante de la alfa-
galactosidasa contiene una secuencia nucleot´ıdica
que modiﬁca la secuencia N-terminal original de
la alfa-galactosidasa produciendo una enzima mu-
tante (mute´ına).
3. Un procedimiento segu´n las reivindicacio-
nes 1 y 2 caracterizado porque las ce´lulas hos-
pedantes son Escherichia coli.
4. Un procedimiento segu´n las reivindicacio-
nes 1 a 3 caracterizado porque las ce´lulas hospe-
dantes transformadas consisten en una cepa pura
de Escherichia coli CECT 5152, sus mutantes o
sus derivados transformados.
5. El gen que codiﬁca para la enzima alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 caracterizado
por la secuencia de nucleo´tidos descrita en la SEO
ID N◦: 1.
6. Secuencias nucleot´ıdicas caracterizadas
por ser capaces de hibridar con la SEO ID N◦:
1 y de codiﬁcar una actividad alfa-galactosidasa.
7. Enzima alfa-galactosidasa caracterizada
por ser obtenida segu´n el procedimiento de las
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reivindicaciones 1 a 4 y presentar la secuencia de
aminoa´cidos descrita en SEQ ID NO: 1.
8. Vectores caracterizados por contener, to-
tal o parcialmente, la secuencia de nucleo´tidos de
las reivindicaciones 5 o´ 6.
9. Ce´lulas hospedantes caracterizadas por
ser transformadas por los vectores de la reivindi-
cacio´n 8 y expresar la enzima alfa-galactosidasa.
10. Ce´lulas hospedantes transformadas segu´n
la reivindicacio´n 9 caracterizadas por consistir
en una cepa pura de Escherichia coli CECT 5152,
sus mutantes o sus derivados transformados.
11. Un procedimiento segu´n las reivindicacio-
nes 1 a 8 para producir una alfa-galactosidasa re-
combinante caracterizado por:
(a) la obtencio´n de un pla´smido recombi-
nante que contiene la secuencia de nucleo´-
tidos que codiﬁca para la alfa-galactosidasa
segu´n se describe en la reivindicacio´n 1;
(b) digestio´n del pla´smido que contiene la
secuencia de nucleo´tidos que codiﬁca para
la alfa-galactosidasa con enzimas de restric-
cio´n lo que permite el aislamiento del frag-
mento de DNA que contiene dicha secuen-
cia;
(c) fusionar la secuencia quime´rica a una se-
cuencia nucleot´ıdica que contenga un sitio
de unio´n al ribosoma y una secuencia pro-
motora de alta eﬁcacia para la expresio´n de
genes;
(d) insertar el fragmento de DNA fusio-
nado en un pla´smido obtenie´ndose as´ı un
pla´smido recombinante;
(e) transformar una ce´lula hospedante con
dicho pla´smido recombinante;
(f) cultivar las ce´lulas hospedantes transfor-
madas en un medio de cultivo adecuado y
en condiciones que permiten la produccio´n
de alfa-galactosidasa recombinante;
(h) recuperar un extracto enriquecido en la
enzima alfa-galactosidasa recombinante del
cultivo mediante ruptura celular y trata-
miento te´rmico.
12. Un procedimiento segu´n la reivindicacio´n
11 caracterizado porque las ce´lulas hospedantes
son Escherichia coli.
13. Un procedimiento segu´n las reivindicacio-
nes 11 y 12 caracterizado porque las ce´lulas
hospedantes transformadas consisten en una cepa
pura de Escherichia coli CECT 5152, sus mutan-
tes o sus derivados transformados.
14. Enzima alfa-galactosidasa recombinante
caracterizada por ser producida segu´n el proce-
dimiento de las reivindicaciones 11 a 13 y presen-
tar la secuencia de aminoa´cidos descrita en SEQ
ID NO: 1.
15. Ce´lulas hospedantes transformadas segu´n
la reivindicacio´n 13 caracterizadas por consistir
en una cepa pura de Escherichia coli CECT 5152,
sus mutantes o sus derivados transformados.
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16. Utilizacio´n de la enzima alfa-galactosidasa
de la reivindicacio´n 7 para la hidro´lisis o s´ıntesis
de azu´cares y ana´logos estructurales.
17. Utilizacio´n de la enzima alfa-galactosidasa
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recombinante de la reivindicacio´n 14 para la
hidro´lisis o s´ıntesis de azu´cares y ana´logos estruc-
turales.
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